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1. Einleitung 
1.1. Bibliografische Beschreibung und Kurzzusammenfassung 
Damerow, Hans 
 
Mutation Pattern of Lamivudine Resistance in Relation to Hepatitis B Genotypes (Abhängigkeit zwi-
schen Lamivudin induziertem Resistenzmuster und Hepatitis B Genotyp) 
 
Universität Leipzig, Dissertation 
50 S., 55 Lit., 3 Abb.,18 Tab., 6 Anlagen 
 
Es gibt wenige Erkenntnisse über den Zusammenhang zwischen Lamivudin induzierten Resistenzmu-
tationen und Hepatitis B Genotypen. Die vorliegende Studie untersucht das Verhältnis zwischen die-
sen Mutationen und den Hepatitis B Genotypen A-D. 
Die Datenbank der US-amerikanischen Kongressbibliothek (Pubmed) wurde nach den Begriffen „HBV 
OR hepatitis B”, „YMDD”, „genotype”, und „lamivudine” durchsucht. Alle in dieser Suche gefundenen 
Arbeiten, die bis Juni 2009 veröffentlicht worden waren, wurden in die Studie eingeschlossen. Die 
Ergebnisse der Literaturanalyse wurden mit den Hepatitis B-Genomdaten zweier Referenzlabore in 
Tübingen und Melbourne verglichen. 
Insgesamt konnten 29 Arbeiten aus der Datenbankrecherche in die Literaturanalyse eingeschlossen 
werden. Diese Studien enthielten Daten zu insgesamt 827 Patienten, deren Hepatitis B Genotyp be-
kannt war und die eine Lamivudineresistenzmutation aufwiesen. In statistischen Untersuchungen 
konnte nachgewiesen werden, dass die rtM204V-Mutation die dominierende Mutation bei Infektio-
nen mit Genotyp A ist. Dieses Ergebnis konnte durch die Analyse der Genomdaten der Referenzlabo-
re bestätigt werden. Ferner konnte gezeigt werden, dass bei den Genotypen A, B, und D die rtL180M-
Mutation hochsignifikant mit der rtM204V-Mutation verknüpft ist. 
 
Die Dissertationsschrift enthält neben dem Artikel „Mutation pattern of lamivudine resistance in 
relation to hepatitis B genotypes: hepatitis B genotypes differ in their lamivudine resistance associa-
ted mutation pattern“ (Damerow, H, Yuen L et al.; J Med Virol. 2010 Nov; 82(11):1850-8) eine Einfüh-
rung in die Rationale der Studie, eine Zusammenfassung der Ergebnisse sowie ein Fazit.  
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1.2. Inhalt und Aufbau der Arbeit 
Der vorliegende Text bietet einen Einblick in die Hintergründe der Studie „Mutation pattern of 
lamivudine resistance in relation to hepatitis B genotypes: hepatitis B genotypes differ in their 
lamivudine resistance associated mutation pattern“ von Damerow, H, Yuen, L et al.. Einen vollständi-
gen Querschnitt über den aktuellen Wissensstand zur Therapie der Hepatitis B-Infektion zu geben 
überschreitet den Rahmen einer Dissertationsschrift und ist daher nicht beabsichtigt.  
Darüber hinaus soll mit diesem Text die Grundlage zur Bewertung der wissenschaftlichen Leistung 
des Promovenden geschaffen werden. 
Die Dissertationsschrift ist daher folgendermaßen aufgebaut:  
- Punkt zwei führt in die antivirale Therapie der chronischen Hepatitis B ein, beschreibt die Resistenz-
entwicklung unter Nucleos(t)idgabe und erläutert die HBV-Genotypen.  
- Inhaltsabschnitt drei beinhaltet die der Dissertationsschrift zugrunde liegende Studie „Mutation 
pattern of lamivudine resistance in relation to hepatitis B genotypes: hepatitis B genotypes differ in 
their lamivudine resistance associated mutation pattern“ von Damerow, H, Yuen, L et al.. Die Dis-
sertationsschrift enthält das formatierte, von den Reviewer freigegebene Manuskript.  
- Punkt vier fasst die Ergebnisse der Studie zusammen.  
- Abschnitt fünf ergänzt die Literaturanalyse und bietet einen Ausblick zur möglichen Verwendung 
der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. 
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2. Hintergründe und Rationale 
2.1. Therapie der chronischen Hepatitis B-Infektion 
Die chronische Hepatitis B-Virus (HBV) Infektion ist mit einem hohen Risiko für die Entstehung einer 
Leberzirrhose und eines hepatozellulären Karzinoms assoziiert (Pan, Zhang 2005). Der Zusammen-
hang zwischen der Rate der Virusreplikation (HBV-DNA) und dem Risiko einer Krankheitsprogression 
bei HBe-Ag negativen Patienten ist belegt (Chen et al. 2006; Iloeje et al. 2006). Langzeitbeobachtun-
gen ergeben, dass eine medikamentöse Reduktion der Virusreplikation zu einem Rückgang der ent-
zündlichen Aktivität in der Leber führt und das Risiko für die Entstehung einer Leberzirrhose und ei-
nes hepatozellulären Karzinoms reduziert (Liaw et al. 2004; Haché, Villeneuve 2006). Aus diesen Er-
kenntnissen ergibt sich die Rationale zur antiviralen Therapie der chronischen Hepatitis B-Infektion. 
Kurzfristige Therapieziele sind die HBeAg-Serokonversion, also die Bildung von Antikörpern gegen das 
HBe-Antigen, Verminderung der Viruslast und eine dauerhafte Normalisierung der Serumtransamina-
senspiegel. Langfristig zielt die antivirale Therapie auf die HBsAg-Serokonversion, die mit einem Aus-
heilen der Infektion gleichgesetzt wird (Zoulim et al. 2009).  
Zur Therapie der chronischen HBV-Infektion stehen zwei Substanzgruppen zur Verfügung: das Inter-
feron α, in rekombinanter oder rekombinant pegylierter Form, sowie die Gruppe der Nukleotid- bzw. 
Nukleosidanaloga. Derzeit sind die Nukleosidanaloga Lamivudin, Entecavir und Telbivudine in 
Deutschland erhältlich. Als Nukleotidanaloga sind Tenofovir und Adefovir zugelassen. Der offene 
(azyklische) Ribosering, welcher Nukleotid- von Nukleosidanaloga unterscheidet, spielt in der klini-
schen Anwendung derzeit eine untergeordnete Rolle (Mauss 2009). 
Während Interferon α seine Wirkung über eine Modulation der Immunantwort des Wirts entfaltet, 
vermitteln die Nukleos(t)idanaloga ihre Wirkung über die HBV-Polymerase bzw. über die reverse 
Transkriptase. Der Einbau der Analoga anstelle eines Nukleotids führt zur Hemmung der Polymerase 
bzw. zum Strangabbruch bei der Replikation der viralen DNA durch die reverse Transkriptase (Müller 
2009). 
Interferon α ist aufgrund seiner hohen HBeAg-Serokonversionsrate im ersten Therapiejahr, einer 
begrenzten Therapiedauer und keiner bekannten viralen Resistenzen das Mittel der ersten Wahl bei 
therapienaiven Patienten. Allerdings wird Interferon nur bei einer eng umschriebenen Patienten-
gruppe eingesetzt, da günstige Faktoren für eine erfolgreiche Interferontherapie nicht häufig anzu-
treffen sind (niedrige Viruslast, deutlich erhöhte Transaminasen, Alter < 40 Jahre, HBV-Genotyp A). 
Gleichzeitig schränken Kontraindikationen (z.B. dekompensierte Leberzirrhose oder Erkrankungen 
des zentralen Nervensystems) die Anzahl der Patienten ein, die mit Interferon α behandelt werden 
können. (Cornberg et al. 2007a; EASL Clinical Practice Guidelines: management of chronic hepatitis B, 
2009; Tillmann 2010). 
Im Gegensatz zu Interferon α stehen die Nukleotid- und Nukleosidanaloga einem breiteren Patien-
tenspektrum zur Verfügung. Entsprechend ihrer Struktur werden die Nukleos(t)idanaloga in drei 
Gruppen eingeteilt:  
 Lamivudin und Telbivudine in die Gruppe der L-Nukleoside, 
 Tenofovir und Adefovir zählen zur Gruppe der Alkylphosphonate und 
 Entecavir ist zurzeit der einzige zugelassene Vertreter der D-Zyklopentane. 
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Die einzelnen Substanzen unterscheiden sich in ihrer antiviralen Effektivität, ihrer Resistenzbarriere 
und ihrem Resistenzmuster. Die Resistenzbarriere ist das Maß für die Anzahl der Mutationen im HBV-
Genom, die notwendig sind, um das angewendete Virusstatikum wirkungslos zu machen (Bottecchia 
et al. 2007). Zusätzlich sollten bei der Auswahl des geeigneten Virusstatikums eventuelle Komorbidi-
täten, wie z.B. Koinfektionen und Leberzirrhose, und vorangegangenen antiviralen Therapien beach-
tet werden, die eine Kreuzresistenz bewirken könnten (Cornberg et al. 2007a; EASL Clinical Practice 
Guidelines: management of chronic hepatitis B, 2009; Tillmann 2010). 
 
2.2. Resistenzen unter Therapie mit Nukleos(t)idanaloga 
Eine Resistenz gegen Nukleos(t)idanaloga wird über Mutationen im Virusgenom vermittelt, das für 
die HBV-Polymerase/Reverse Transkriptase kodiert. Begünstigt wird die Entstehung von Viren mit 
Mutationen (=Mutanten) durch die lange Halbwertszeit der Virus-DNA im Zellkern und der nicht vor-
handenen Fehlerkorrektur-Funktion der HBV-Polymerase/Reverse Transkriptase (Locarnini 2004; 
Dény, Zoulim 2010).  
Die meist als Quasispezies neben dem Wildtyp vorkommenden Mutanten replizieren in der Regel 
schlechter als der Wildtyp. Unter dem Selektionsdruck des eingesetzten Nukleos(t)idanalogons ver-
mehrt sich der Mutant jedoch besser als der Wildtyp und kann so zur dominanten Quasispezies wer-
den. Je nach eingesetztem Präparat enthält das Virusgenom des Mutanten sich ein spezifisches Mu-
tationsmuster (Zoulim, Locarnini 2009; Locarnini 2004).  
Klinisch kann sich dieser Effekt durch fehlendes Ansprechen zu Beginn der Therapie oder durch einen 
Anstieg der Viruslast > 1log über den Nadir unter Therapie äußern. Für diesen Fall wird eine resis-
tenzgerechte Anpassung der Therapie, z.B. eine „add-on“-Strategie mit Hinzunahme eines zweiten 
Nukleos(t)idanalogons, oder der Wechsel auf ein anderes Nukleos(t)idanalogon empfohlen (EASL 
Clinical Practice Guidelines: management of chronic hepatitis B, 2009; Lok, McMahon 2009; Cornberg 
et al. 2007a). 
Die Benennung der Mutation erfolgt nach der jeweils ausgetauschten Aminosäure. Der erste Buch-
stabe entspricht der Aminosäure des Wildtyps nach dem Einbuchstabencode. Der zweite Buchstabe 
entspricht der substituierten Aminosäure. Die Nummerierung des Lokus der ersetzten Aminosäuren 
erfolgt in der HBs-Region nach dem ersten Methionin der jeweiligen Subgruppe (Bartholomeusz, 
Locarnini 2006). In der Polymerase-Region erfolgt die Nummerierung am Beginn der reversen Tran-
skriptase-Domäne (Stuyver et al. 2000), daher das Kürzel „rt“ vor der Mutationsbezeichnung von 
Polymerasemutationen.  
Aufgrund der anfänglich uneinheitlichen Nomenklatur der Aminosäuren in der HBV-Polymerase wur-
de die Mutation im Lokus rtM204 anhand der benachbarten Aminosäuren beschrieben: Thyrosin-
Methionin-Aspartat-Aspartat. Dies entspricht nach dem Einbuchstabencode für Aminosäuren der 
Sequenz YMDD. 
Eine Mutation, die durch ein Nukleos(t)idanalogon selektioniert wird, hemmt die Wirksamkeit der 
Präparate aus der gleichen Substanzgruppe. Als Beispiel sei das L-Nukleosid Telbivudin genannt, das 
die rtM204I-Mutation selektioniert, welche ebenfalls eine Resistenz gegen Lamivudin vermittelt. 
Allerdings können Resistenzmuster die Substanzgruppen überschreiten, wie im Fall der rtA181V-
8 
Mutation. Diese hemmt sowohl die Wirksamkeit der Alkylphosphate als auch der L-Nukleoside (Dény, 
Zoulim 2010) (vgl. Abbildung 1). 
 
M204I/V  L180M  N236T  A181V/T  T184G/S  S202I  M250V  
V214A/ 
Q215S  
Lamivudine  
        
Telbivudine  
nur M204I        
Tenofovir  
        
Adevofir  
    
   
 
Entecavir  nur 
M204V 
   entweder oder oder  
 
= Mutation entsteht unter dem Selektionsdruck des Nukleos(t)idanalogons, vermittelt aber keine Resistenz 
 
= Mutation ist mit Resistenz assoziiert 
 
Abbildung 1, Mutationen im Genom der HBV-Polymerase/Reversen Transkriptase, die unter Therapie mit 
Nukleos(t)idanaloga selektioniert werden. Nach Locarnini 2004 und Tillmann 2010 (Locarnini et al. 2004; Tillmann 2010). 
  
Eine besondere Stellung kommt im Zusammenhang mit Resistenzentwicklung der Substanz 
Lamivudin zu: 
 Das Präparat ist seit Mitte der 1990er Jahre als erstes Nukleosidanalogon zur Therapie der 
chronischen HBV-Infektion verfügbar. Es ist jedoch auch das Nukleosidanalogon mit dem 
höchsten Risiko für Resistenzentwicklungen, nämlich ca. 20% pro Therapiejahr (Lai et al. 
2003) (vgl. Abbildung 2). 
 Wegen seiner hohen Resistenzentwicklung wird die Anwendung heute nur noch sehr einge-
schränkt empfohlen (Buti et al. 2009; Cornberg et al. 2007b). Aufgrund seines niedrigen Prei-
ses wird es jedoch vor allem in Asien noch häufig angewendet (Liaw 2009). 
 Da Lamivudin sowohl die rtM204I-Mutation als auch die rtM204V-Mutation selektioniert, 
vermittelt es sowohl eine Resistenz innerhalb der eigenen Substanzgruppe, als auch eine 
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Kreuzresistenz mit den D-Zyklopentanen. Selektioniert Lamivudin die rtM204I-Mutation, 
vermittelt es eine Hemmung der Wirksamkeit von Telbivudin. Selektioniert es jedoch die 
rtM204V Variante, die häufig von der kompensatorischen Mutation rtL180M begleitet wird, 
fehlt nur eine Mutation zum Erreichen der Resistenzbarriere des D-Zyklopentan Entecavir. 
Dessen Resistenz wird durch das Mutationsmuster rtM204V+rtL180M+T184G/S oder M250V 
oder S202I/G kodiert (Dény, Zoulim 2010; Tillmann 2007; Mauss 2009) (vgl. Abbildung 1). 
 
Abbildung 2: Risiko der Resistenzentwicklung unter Therapie mit Nukleos(t)idanaloga pro Therapiejahr. Entnommen aus 
Dény et al 2010 (Dény, Zoulim 2010) 
 
2.3. Hepatitis B – Genotypen 
Acht Genotypen (A-H) des HBV sind beschrieben. Derzeit wird die Existenz eines weiteren Genotypen 
„I“ diskutiert (Yu et al. 2010). Die Verteilung der Genotypen ist endemisch und vermutlich durch Mig-
rationsbewegungen bedingt (Jazayeri et al. 2010; Bollyky, Holmes 1999). In Ländern mit hoher Im-
migration, z.B. den Vereinigten Staaten von Amerika, lassen sich alle acht bekannten Genotypen 
nachweisen (Chu et al. 2003). 
Als Genotyp wird eine Spezies mit 8% über das gesamte HBV-Erbgut bzw. 4% über das Erbgut es HBs-
Antigens bezeichnet(Schaefer 2007). Vor der Einführung der Einteilung in Genotypen war eine Eintei-
lung der HBV-Subspezies nach serologischen Kriterien üblich. 1988 veröffentlichten Okamoto et al. 
die Einteilung nach Genotypen (Okamoto et al. 1988). Bis 2002 folgte die Entdeckung der Genotypen 
E bis H (Norder et al. 1994; Naumann et al. 1993; Stuyver et al. 2000; Kato et al. 2002; Arauz-Ruiz et 
al. 2002). Mit Ausnahme der Genotypen E und G werden die einzelnen Genotypen in Subtypen auf-
geteilt. Innerhalb einer Subgruppe besteht eine Variation von 4% über das gesamte Erbgut (Schaefer 
2007). 
LdT=Telbivudine 
TDF=Tenofovir 
ETV=Entecavir 
ADV= Adefovir 
ETV+LMVr= 
Entecavir bei 
bekannter 
Lamivudinresistenz 
LMV= Lamivudin 
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Abbildung 3: endemische Verteilung der HBV-Genotypen 
*
. Entnommen Kurbanov et al, 2010 (Kurbanov et al. 2010) 
Genotyp A wird überwiegend in Europa, Indien, Afrika und Nordamerika nachgewiesen. Genotyp B ist 
endemisch in China, Japan und Südostasien. Genotyp C ist in ganz Asien endemisch. Genotyp D konn-
te in Europa, Indien, dem Mittelmeerraum und dem Nahen Osten nachgewiesen werden. Genotyp E 
ist in Westafrika endemisch. Genotyp F konnte dagegen in Lateinamerika nachgewiesen werden. 
Genotypen G und H wurden in den Vereinigen Staaten von Amerika, Frankreich und Deutschland 
beschrieben (Schaefer 2005). 
Koinfektionen mit mehreren HBV-Genotypen im gleichen Individuum werden beschrieben (Chen et 
al. 2004). Ferner ließen sich in koinfizierten Proben Rekombinationen aus mehreren HBV-Genotypen 
nachweisen (Simmonds, Midgley 2005).  
 
2.4. Die vorliegende Studie 
2.4.1. Rationale der Studie 
2008 konnten Wiegand et al. zeigen, dass bei der Therapie der chronischen Hepatitis B Infektion mit 
Nukleos(t)idanaloga keine Unterschiede im Therapieansprechen zwischen den Genotypen A-D exis-
tieren (Wiegand et al. 2008). Zum gleichen Ergebnis kommt auch eine 2010 veröffentlichte Metaana-
lyse von Raimondi et al. (Raimondi et al. 2010). In ihrer Studie analysierten die Autoren die Rolle der 
HBV-Genotypen in prospektiven Studien zur Therapie der chronischen HBV-Infektion mit 
                                                          
*
die Schattierung des jeweiligen Landes entspricht dem Nachweis des HBs-Antigens in der Bevölkerung 
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Nukleos(t)idanaloga. Die Arbeit von Raimondi et al. war zum Zeitpunkt der Planung der vorliegenden 
Studie noch nicht veröffentlicht. 
Wie dargestellt, ist es für die weitere Therapie der chronischen HBV-Infektion bei Lamivudinresistenz 
jedoch von erheblicher Bedeutung, ob die rtM204I- oder die rtM204V-Mutation selektioniert wurde. 
Die der Studie zugrunde liegende Hypothese war daher, dass ein Zusammenhang zwischen HBV-
Genotypen und einer Mutationsvariante existiert.  
Sollte ein solcher Zusammenhang nachweisbar sein, könnten allein aufgrund der Kenntnis des Geno-
typs bzw. aufgrund der Kenntnis des dominanten Genotyps in der Region Empfehlungen zur Therapie 
der chronischen HBV-Infektion bei Lamivudinresistenz ausgesprochen werden. 
Wie eine der Studie vorausgehenden Literaturrecherche ergab, hatten wenige Studien den Zusam-
menhang zwischen HBV-Genotyp und Lamivudinresistenzmuster untersucht. Der größte Teil dieser 
Veröffentlichungen untersucht die lokal vorkommenden Genotypen A-D. Die Genotypen E-H wurden 
nur in Einzelfällen analysiert. Eine retrospektive Literaturanalyse erschien daher ein effizientes Mittel 
zu sein, um Erkenntnisse über Unterschiede im Mutationsverhalten der vier Hauptgenotypen zu er-
halten. Es wurden auch Veröffentlichungen in die Metaanalyse eingeschlossen, die nicht direkt die 
Fragestellung der vorliegenden Studie untersucht hatten, jedoch Daten zu Genotypen und Resis-
tenzmustern enthielten. 
Dank Kooperationen mit Partnern am Victorian Infectious Diseases Reference Laboratory, Melbourne 
und am Institut für molekulare Pathologie der Universität Tübingen war es möglich, die Ergebnisse 
der Literaturrecherche mit den Daten von Genomdatenbanken aus Referenzlaboren abzugleichen. 
 
2.4.2. Arbeitsverteilung 
Wie in wissenschaftlichen Veröffentlichungen üblich, haben mehrere Autoren an der vorliegenden 
Studie mitgewirkt. Um eine Beurteilung der Leistung als Doktorand zu ermöglichen, sind hier die Ar-
beitsanteile der einzelnen Autoren aufgelistet. 
Die vorliegende Studie wurde von Herr Prof. Dr. med. Hans L. Tillmann unter Mitarbeit von Herrn 
Hans Damerow konzipiert. 
Die Literaturrecherche für die Metaanalyse wurde durch Herrn Hans Damerow und Herrn Prof. Dr. 
med. Hans L. Tillmann durchgeführt. Datenpflege und statische Auswertung dieser Daten erfolgte 
durch Herrn Hans Damerow unter Aufsicht von Herrn Prof. Dr. med. Hans L. Tillmann. 
Frau Dr. Lilly Yuen, PhD, extrahierte die Daten von Patienten aus der SeqHepB-Datenbank, welche 
durch sie und Prof. Dr. med. Stephen Locarnini, M.D. betreut wird. Die statistische Auswertung der 
YMDD-Mutationen sowie der rtL180M-Mutationen erfolgte durch Herrn Hans Damerow unter Auf-
sicht von Herrn Prof. Dr. med. Hans L. Tillmann. Daten zu weiteren Polymerase- und Oberflächenmu-
tationen wurden durch Herrn Prof. Dr. med. Hans L. Tillmann ausgewertet. 
Die Patientendaten aus Tübingen wurden von Frau Christine Walker im Rahmen ihrer Promotion bei 
Herrn Prof. Dr. rer. nat. Thomas C. Bock am Institut für Molekulare Pathologie der Universität Tübin-
gen erhoben. Die statistische Auswertung erfolgte durch Herrn Hans Damerow unter Aufsicht von 
Herrn Prof. Dr. med. Hans L. Tillmann. 
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Alle statistischen Analysen wurden, bis auf die oben aufgeführte Ausnahme, mit SPSS für Windows 
13.0 von Herrn Hans Damerow durchgeführt.  
Herr PD Dr. med. Johannes Wiegand übernahm nach dem Ausscheiden von Herrn Prof. Dr. med. 
Hans L. Tillmann aus der Medizinischen Fakultät Leipzig die Doktorandenbetreuung. Unter seiner und 
Herrn Prof. Dr. med. Hans L. Tillmanns Aufsicht verfasste Herr Hans Damerow Einleitung, Methoden-
beschreibung und den Ergebnisteil der vorliegenden Studie. Die Diskussion der dieser Dissertation 
zugrunde liegenden Studie wurde von allen beteiligten Autoren verfasst. 
Die vorliegende Studie wurde von Herrn Hans Damerow beim „Journal of Medical Virology“ im Juni 
2010 eingereicht. Nach dem Bearbeiten der Korrekturen der Reviewer durch Herrn Hans Damerow 
und Herrn Prof. Dr. med. Hans L. Tillmann, wurde die Studie im September 2010 zur Veröffentlichung 
akzeptiert. 
Die Erstautorenschaft ist zwischen Frau Dr. Lilly Yuen, PhD, und Herrn Hans Damerow geteilt. Ent-
sprechend der Regelung in der Promotionsordnung der humanmedizinischen Fakultät der Universität 
Leipzig wird diese Erklärung in englischer oder deutscher  Sprache den beteiligten Autoren vorgelegt. 
Die unterzeichneten Erklärungen werden dem Antrag auf Promotion beigefügt.  
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3.1. Abstract 
Little is known about differences between individual hepatitis B genotypes and mutation patterns 
associated with lamivudine resistance. This study analyses the lamivudine associated mutation pat-
tern in relation to the four major HBV-genotypes A to D.  
METHODS: The PubMed database was screened for keywords “HBV OR Hepatitis B”, “YMDD” , “gen-
otype”, and “lamivudine”; all identified publications published till June 2009 were analysed for dif-
ferences in mutation pattern. To confirm the literature based findings the databases of two refer-
ence laboratories in Tübingen, Germany and in Melbourne, Australia were analysed.  
RESULTS: 29 studies were identified reporting 827 patients with known hepatitis B genotype who 
underwent lamivudine treatment and developed resistance mutations. The literature data revealed 
that genotype A favors the rtM204V mutation unlike the other major genotypes (p<0.001), which 
corresponds to a significant difference in the mutation pattern of genotypes endemic in Asian coun-
tries and those found in the rest of the world. These significant findings of the literature review could 
be reproduced in the analysis of the databases from Tübingen and Melbourne. Furthermore, the 
rtL180M mutation is significantly connected to the rtM204V mutation in genotypes A, B, and C, re-
spectively.  
CONCLUSION: For the first time, there is proof that HBV-genotypes differ in their mutation pattern of 
lamivudine resistance. Future studies will need to evaluate whether this will translate into genotype 
specific differences in resistance emergence on either entecavir or telbivudine as these antivirals 
differ in their mutation profile, rtM204V for entecavir and rtM204I for telbivudine. 
 
Key Words: HBV, hepatitis B, genotype, lamivudine, resistance, YMDD 
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3.2. Introduction 
Lamivudine was the first approved oral antiviral for the treatment of chronic hepatitis B virus (HBV) 
infection and remains one of the most frequently used nucleoside analogues, mostly because it is 
cheaper, though it may not be the most cost effective because of lower efficacy and high resistance 
rates (Buti et al., 2009). There are now several other antiviral drugs available for the treatment of 
chronic HBV infection, most of which are superior to lamivudine because of higher efficacy and lower 
resistance rates. Thus, where available these more effective antivirals should be used. 
The currently available drugs for the treatment of chronic infection can be divided into interferons 
and antivirals. The latter can be divided into a “lamivudine-like” and an “adefovir-like” group of anti-
virals. The first group comprises lamivudine, telbivudine, and entecavir, while the later comprises 
adefovir and tenofovir. Each of the antiviral substances is associated with a distinct mutation pattern 
which is associated with reduced drug efficacy or drug resistance, respectively (Tillmann, 2007).  
The lamivudine-like substances can be characterized by their selection for mutants with a methionine 
to valine or methionine to isoleucine in the YMDD motif of the HBV-polymerase, named rtM204V or 
rtM204I, respectively. There was no association between substitution of either valine or isoleucine 
and outcome when no other treatment option was available (Enomoto et al., 2007). Likewise, there 
is no evidence for a role of rtM204I vs. rtM204V concerning subsequent patient’s clinical response 
when treated with adefovir or tenofovir (Tillmann, 2008). This aspect, however, has changed with the 
availability of two other drugs known to select mutations in the YMDD motif, entecavir and 
telbivudine. The development of entecavir resistance in vivo seems to depend on the presence of the 
rtL180M-rtM204V  (Tenney et al., 2004; Walsh et al., 2010). In contrast, telbivudine mainly selects a 
rtM204I resistance mutation in vivo (Lai et al., 2007; Liaw et al., 2009). However, studies concerning 
telbivudine have recruited most of their patients from Asia with genotype B or C dominance (Lai et 
al., 2007; Hou, Yin et al., 2009).  
There are currently eight HBV genotypes known which are endemic to different regions of the world. 
Genotype A dominates Northern Europe, but it is also found in North Africa and India. Genotypes B 
and C are prevalent in the Asian-Pacific area. Genotype D is found in the Mediterranean area, the 
Middle East, and India. Genotypes E-H have been isolated in samples from West Africa, the Americas, 
and France (Norder et al., 2004). 
While HBV-genotypes have been demonstrated to be relevant for the efficacy of interferon based 
therapies, there is no evidence at present that genotypes modify efficacy of nucleos(t)ide based 
therapies (Wiegand, Hasenclever, & Tillmann, 2008). 
The purpose of this study was to analyse the pattern of mutation in the YMDD motif associated with 
lamivudine therapy in relation to HBV-genotypes. Mutation patterns were identified in relation to 
HBV-genotypes through a systematic literature review and confirmed the observations by molecular 
genetic analyses of two reference laboratories in Germany and Australia. 
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3.3. Methods 
Literature review: 
The Medline database of the U.S. National Library of Medicine (PubMed) was screened for publica-
tions using keywords “HBV OR Hepatitis B”, “YMDD”, “genotype”, and “lamivudine”. All manuscripts 
published until June 2009 were considered. Data regarding lamivudine treated patients with muta-
tions in the YMDD motif was extracted and analyzed in regard to mutation pattern on lamivudine.  
Sources that did not contain the specific data for the analysis in the categories above were excluded 
from further analysis.  
If information on genotyping was not included in the source, genotype was assumed according to 
today’s knowledge on endemics of HBV-genotypes. I.e. Korea is known to almost exclusively harbor 
genotype “C” (Kim et al., 2007). Thus, if no genotype was given, then Korean data was regarded as 
genotype “C”. Genotype was assumed in sources when such assumptions seem justifiable. For coun-
tries that are known for the appearance of multiple genotypes such as Canada, the US, and Australia 
data were not included without genotype specification. 
 
Mutation analysis from two databases: 
The most recent HBV polymerase/reverse transcriptase (RT) sequences, tested for the presence of 
drug resistance associated RT mutations, from 143 patients were extracted from the SeqHepB data-
base (Yuen et al., 2007) located at the Victorian Infectious Diseases Reference Laboratory, Australia. 
Selection criteria were: first-time lamivudine monotherapy during sample collection, and presence of 
rtL80I/V, rtV173L, rtL180M and/or rtM204I/V in the HBV sequence. 
Thirty seven sera of HBV-infected patients with lamivudine resistance were collected at the Depart-
ment of Molecular Pathology, University Hospital of Tübingen, Germany, for diagnostic purposes and 
studied in accordance to national ethical principles. YMDD mutations were identified by sequencing 
of a region spanning the entire YMDD-motive from nt 467 to nt 845 (numbering according to 
GenBank accession no. Z72478). In brief, HBV DNA was extracted from patient serum as described 
previously (Toan et al., 2006). The HBV polymerase region was amplified by nested PCR using the 
following primer pairs: outer primer pair HBV-2003: 5´-GCACCTGTATTCCCATCCC-3´    and HBV-2380 
5´-GGCCTGTTAACAGGAAGTT-3´; inner primer pair HBV-2046 5´-CCTATGGGAGTGGGCCTCAGT-3´ and 
HBV-2220 5´-CAAAAGAAAATTGGTAACAGCGGTA-3´.  Reactions for first and second PCR were at 94°C 
for 30 seconds, 52°C for 30 seconds, and 72°C for 30 seconds followed by a final extension for 10 
minutes at 72°C for 35 cycles. Direct DNA sequencing of the PCR products on both strands using pri-
mers for nested PCR (HBV-2046 and HBV 2220) was performed as described previously (Song et al., 
2003). The sequences obtained were matched with the National Center for Biotechnology Infor-
mation GenBank and compared with recently described HBV-prototypes (Accession No. for: HBV-A 
Z72478; HBV-B D00329; HBV-C X01587; HBV-D V01460; HBV-E X75657; HBV-F X75658; HBV-G 
AF160501). All samples were analysed in duplicate.  
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Statistics:  
Data were calculated using Microsoft Excel. The level of association between for HBV genotype and 
lamivudine-resistant patterns of different HBV mutants was evaluated using SPSS (12.0.1, SPSS, Chi-
cago, Illinois, USA). The occurrence of rtM204I and rtM204V was determinated as well as co-
occurrence of both substitutions in the HBV sequences, and performed statistical analysis on the 
number of sequences with rtM204I present vs. rtM204I absent and rtM204V present vs. rtM204V 
absent, with co-occurrence being counted in presence for both. Furthermore, the frequency of co-
occurrence of both patterns of substitutions among different genotypes was compared. When avail-
able the occurrence of rtL180M substitution was also evaluated. Chi-Square test of independence 
was used when appropriate. 
 
3.4. Results 
Literature Review: 
A total number of 72 publications were identified through the indicated search (see supplement ta-
ble 1). ). All available publications till June 2009 were included. Twelve publications did not refer to 
patient related data, lamivudine therapy, or mutations in the YMDD motif. 23 publications referred 
to technical methods or did not link genotypes with information on amino acid substitution at amino 
acid position rtM204. Eight studies reported mutations in the YMDD motif, but did not differentiate 
the pattern of rtM204V vs. rtM204I.  
Ten studies did not present specific information on HBV genotypes, but could be assumed due to 
almost unique genotype pattern in the respective countries. Seven studies (Paik et al., 2006; Lee et 
al., 2006; Lee et al., 2005; Joh et al., 2005; Hong et al., 2004; Kim et al., 2003; Gwak et al., 2007) pre-
senting 147 patients originated from Korea and were therefore assumed as genotype C. Two studies 
presenting twelve patients from Greece and Turkey (Economou et al., 2005; Pai et al., 2005) were 
assumed as genotype D (Norder et al., 2004). Ten patients from Poland presented by Gora-Gebka et 
al.(Gora-Gebka et al., 2007) were assumed to be genotype A (Deterding et al., 2008). 
Thus, 29 studies could be included, which reported on HBV-genotypes and pattern of rtM204I vs. 
rtM204V substitutions. These 29 studies represented 827 individual patients with either rtM204V or 
rtM204I substitutions: 110 cases with genotype A, 173 cases with genotype B, 435 cases with geno-
type C, and 109 cases with genotype D.  
Differences in the rtM204V/I substitution pattern could be identified. The dominant resistance muta-
tion in genotype A was rtM204V (80.9%), while genotype B, C, and D showed a preference of rtM204I 
(53.2%, 77.0% and 56.8%, respectively (p<0.001). Co-presence of both rtM204I and rtM204V was 
significantly more frequently found in genotype C (19.8%) than in any of the other three genotypes 
(<5%; see table 1a,b). (p<0.001) 
Genotype B, C, and D all preferentially selected for the rtM204I substitution (>50%); this was signifi-
cantly different from genotype A (p<0.001). However, genotype C had a significantly higher preva-
lence of the rtM204I substitution than genotypes B and D, respectively (p<0.001, see table 1a & b). 
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 In order to rule out bias caused by the assumption of HBV genotypes in cases where data was not 
provided, the analysis was repeated without the cases with assumed genotypes. All findings that 
were significant in the initial analysis remained significant in the smaller analysis (data not shown). 
The rtL180M substitution in relation to the rtM204V or rtM204I pattern and HBV-genotype 
Only a few studies have reported on the amino acid substitution leucine to methionine at position 
180 (rtL180M) (Bozdayi et al., 2003; Kim et al., 2003; Economou et al., 2005; Li 2005; Woo 2007; 
Bottecchia  et al., 2008; Iacomi et al., 2009) . Iacomi et al. (Iacomi et al., 2009) and Bottecchia et al. 
(Bottecchia et al., 2008) reported 28 and 15 HBV-genotype A cases with rtL180M mutations, respec-
tively. Notably, the rtM204V mutation was associated with the rtL180M mutation in all 38 cases. In 
contrast, only one of the five cases described with a rtM204I mutation was associated with the 
rtL180M mutation (p<0.001, see table 2).  
One study has reported the rtL180M substitution in relation to genotype B (Li et al., 2005). The 
rtL180M was present in all 45 cases of rtM204V, while the frequency of rtL180M was only 43.8% 
(28/64; p<0.001, (see Table 2)) in cases with rtM204I. 
Three studies reported on a total of 38 genotype C cases in relation to YMDD changes and the 
rtL180M mutation (Kim et al., 2003; Woo et al., 2007; Bottecchia et al., 2008). Similar to genotypes A 
and B, all ten cases of rtM204V also presented with a rtL180M change. However, cases of genotypes 
A and B with the rtM204I substitution were relative infrequently found with the rtL180M change, 
whilst the majority of genotype C cases with rtM204I also harbored rtL180M (18/24, 75%). The dif-
ference of rtL180M occurrence in relation to rtM204I and M204V was not significantly different with-
in genotype C (see Table 2). 
Three studies reported on genotype D and its relation to the rtL180M and the rtM204V or rtM204I 
change (Bozdayi et al., 2003; Economou et al., 2005; Iacomi et al., 2009). 31/35 (88.6%) patients in-
fected with rtM204V also had rtL180M. This was significantly more frequent than in cases with 
rtM204I (12/41; 29.3%; p<0.001, see Table 2).  
The occurrence of rtL180M was significantly less frequently associated with rtM204I in genotype B 
and genotype D than genotype C (p=0.018, and p<0.001, respectively). Though only one of five geno-
type A cases infected with rtM204I also had a rtL180M. However, the frequency of rtM204I overall 
was too low to reach the level of significance (see Table 2). 
Additionally Li et al. (Li et al., 2005) presented six rtL180M positive patients without association to a 
rtM204V or rtM204I change, which could be due to prior famciclovir therapy; Bozdayi et al.  (Bozdayi 
et al., 2003) reported the occurrence of rtL180M in co-mutation with the exchange of methionine 
against serine in position 204 (M204S). Patients from both studies were positive for genotype D. 
 
Lamivudine resistance associated substitution analysis from two databases: 
The University Hospital of Tübingen and the Victorian Infectious Diseases Reference Laboratory, 
Melbourne had information on 37 and 143 patients, respectively. 
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The Australian patients harbored genotype A (n=39), genotype B (n=27), genotype C (n=36), and 
genotype D (n=34). The remaining seven individuals were tested positive for genotype F or G and 
were not incorporated. 
The German database mainly had patients infected with genotype A (n=16) and D (n=17). Two cases 
were infected with genotype E, one with genotype C, and one was not genotyped. 
 
Analysis of the “Melbourne” Database: 
Analysis of differences in ”YMDD” mutation preference revealed a significant difference in the behav-
ior of genotype A and B. As observed from the literature data, genotype A favors the rtM204V substi-
tution (79.5%), while genotype B is associated with rtM204I (75%; p<0.001).  
The number of rtM204V positive cases was higher in genotype C than the number of cases with a 
rtM204I mutation (58.3% vs 44.4% respectively). Genotype D on the other hand seemed to favor the 
selection of the rtM204I substitution (67.6%)in line with the literature data. However, the findings in 
genotype C and D were not statistically significant, but showed a trend only (p=0.059 for the differ-
ence in rtM204I mutation frequency and p=0.102 for the difference in rtM204V mutation frequency 
and see table 3a and 3b). 
Eighty-seven (64%) of the 137 patients positive for genotype A-D were positive for rtL180M , thus the 
rtL180M substitution was associated with the rtM204V change. This finding was significant in all gen-
otypes (see table 4). 
 
Analysis of the “Tübingen” Database: 
Thirty of the 37 patients studied harbored the rtM204V change, which was associated with rtL180M 
in 26 of the cases, while only one of seven patients was identified with rtM204I that also harbored 
rtL180M. This difference was significant despite the small numbers (p=0.001).  
The profile of rtM204V change vs. rtM204I change was analysed in relation to HBV genotype. The 
rtM204V mutation was more dominant in genotype A (93.7%) compared to Genotype D (70.6%). This 
difference was not statistically significant (p= 0.1748, see Table 5).  
 
Additional substitutions associated with lamivudine resistance mutation pattern in relation to HBV 
genotypes  
The additional substitution rtL80I, rtV173L, and rtA181V/T have been described to occur in relation 
to lamivudine resistance (Warner & Locarnini, 2008; Warner, Locarnini et al., 2007; Delaney et al., 
2003).  
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Melbourne Dataset: 
Among the 143 patients, 39 had a rtL80I/V mutation (rtL80I in 21 and rtL80V in 18 cases, respective-
ly), and 21 patients had a rtV173L mutation. There was no difference in distribution of rtL80I vs. 
rtL80V. Only one patient was found in whom both rtL80I/V and rtV173L (p=0.005) were detected. 
Furthermore, there was a striking difference depending on genotype in relation to both rtL80I/V and 
rtV173L (s. Table 6).  
  
Tübingen Dataset: 
Among the 37 patients analysed, whilst four were found to be infected with rtL80I, four had rtV173L, 
one had rtA181V and none had rtA181T. There was no significant difference, but rtL80I was more 
frequent in genotype D (3/17, 17.6%) than genotype A (1/16, 6.25%; not significant [n.s.]) and 
rtV173L showed the same distribution. However, in none of the cases was rtL80I co-occurring with 
rtV173L. The rtV173L substitution was associated solely with the selection of rtM204V (4/30, 13.3%), 
while the rtL80I was present in 1/7 (14.2%) cases with rtM204I and in 3/27 (11.1%; n.s.; s. Table 7) 
individuals with rtM204V. 
 
Exploratory Analysis of changes in the surface antigen (HBsAg) in relation to polymerase changes 
and HBV genotype 
The HBV genome is composed of four overlapping open reading frames (ORF). The polymerase and 
surface protein ORF’s overlap, thus each mutation in the polymerase could potentially influence two 
codons on the HBsAg. Four polymerase amino acid positions were analysed for this aspect: a.) rtL80 
corresponding to sG71 and sY72; b.) rtV173 corresponding to sE/V164 and sW/L165; c.) rtL180 corre-
sponding to sS171 and sW172; and d.) rtM204 corresponding to sI195 and sW196. This information 
was available in 136 patients.  
The polymerase changes at rtL80 and rtL180 are not associated with an amino acid change in the s-
gene, whilst the rtV173L change is associated with a sE164D substitution in all cases. The rtV173L 
mutation was absent in genotype B and so not surprising then, the sE164D change was not observed. 
Amino acid substitutions at rtM204 resulted in a more complex pattern of HBsAg changes, which is 
more dependent on the rtM204 mutation than on the HBV-genotype. The rtM204I does not alter the 
sI195, while the rtM204V always results in a change to sI195M, which is independent of genotype. 
sW196 can be changed to a leucine (L), serine (S), or stop codon. The majority of patients with the 
rtM204I mutation habour a sW196L mutation, while the majority of rtM204V mutation patient 
habour the sW196 wildtype. Other mutations were relatively rare (see table 8).  
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3.5. Discussion 
The role of the different mutation patterns had no clinical relevance when lamivudine and adefovir 
were the only therapeutic options. However, this relevance of the mutation pattern might change 
with the availability of telbivudine and entecavir. Resistance to these two drugs is associated with 
"opposite” changes in the YMDD motif: rtM204V is associated with entecavir resistance, and rtM204I 
is associated with telbivudine resistance (Tenney et al., 2004; Papatheodoridis & Deutsch, 2008; Liaw 
et al., 2009). No data on the role of genotype and different mutation pattern concerning response to 
entecavir and telbivudine is currently available; further analysis of the studies with entecavir and 
telbivudine and substitution pattern and frequency are warranted. A possible scenario is that re-
sistance to telbivudine may be delayed in Genotype “A” patients, while resistance to entecavir might 
be less likely in case of genotype B and C, even after pre-treatment with lamivudine. There was one 
study which actually suggested worse response to entecavir in the setting of rtM204V vs. rtM204I 
mutations (Suzuki et al., 2008). 
Though lamivudine is considered obsolete according to guidelines from several clinical practice re-
gions (Lok & McMahon, 2004), lamivudine remains today’s mostly used and cheapest available drug 
against HBV infection. Lamivudine should nowadays not be used but substituted by more effective 
therapies with higher antiviral activity and lower resistance rates. As discussed above, entecavir and 
telbivudine have opposite preference in regard to “YMDD” motif pattern. Therefore lamivudine use 
carries the risk to burn both medications for future use because it selects both mutational patterns – 
rtM204I and rtM204V - in all major genotypes. This would limit the chance of a successful treatment 
with entecavir in case of a rtM204V mutation and most likely will impact the chance of responding to 
telbivudine in case of a rtM204I. As this has not been studied formally in either telbivudine or 
entecavir, this remains a hypothesis at present.  
In addition, the mutation pattern was evaluated independently from the YMDD motif, and also found 
strong genotype dependency. The Tübingen dataset, however, was too small to confirm the findings 
from the Melbourne database. The level of significance, however, was different for the different 
genotypes concerning the rtM80I/V mutation. 
This study demonstrates for the first time that there is a significant difference in mutation pattern 
between the four major genotypes of HBV. The strength of this study is the concordance of RT muta-
tion patterns found in the three different datasets. Nonetheless, the limitation of this study is that it 
was a retrospective analysis. Likewise, data on HBeAg status and coinfection with other viral patho-
gens (e.g. HIV or HCV) were not available for the majority of the reviewed papers, and were there-
fore also not included for the confirmation part of the study using data from Australia and Germany. 
Another limitation is that methods to detect changes in the YMDD motif were heterogeneous in the 
different studies, which lead to differences in the rate that minor species substitutions are detected 
(Woo et al, 2008). However, the initial literature based observation was confirmed in the prospective 
analysis of the genome databases from two reference laboratories.  
In conclusion there is a difference in the pattern of YMDD mutants between the major HBV-
genotypes. Future studies are needed to prove if this difference in mutational pattern will modify 
frequency of resistance development against telbivudine or entecavir, respectively. Thus, it would be 
valuable to study resistance emergence in regard to telbivudine and entecavir in relation to HBV 
genotypes.  
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3.7. Appendix 
Table 1a: Distribution of YMDD mutations in various genotypes according to literature review 
 
 
Table 1b: Comparison between different genotypes in the literature review. p-values for frequency of 
the rtM204V, the rtM204I, and the co-presence of both substitutions. 
rtM204I Genotype B Genotype C Genotype D 
Genotype A p<0.001 p<0.001 p<0.001 
Genotype B  p<0.001 p=0.623 
Genotype C p<0.001  p<0.001 
 
rtM204V Genotype B Genotype C Genotype D 
Genotype A p<0.001 p<0.001 p<0.001 
Genotype B  p=0.143 p=0.464 
Genotype C p=0.143  p=0.760 
 
rtM204I&V Genotype B Genotype C Genotype D 
Genotype A p=0.518 p<0.001 p=0.446 
Genotype B  p<0.001 p=0.710 
Genotype C p<0.001  p<0.001 
 
*
 please note, those with mixed infection were counted twice: once for rtM204I and once for rtM240V. Thus, the sum of 
patients with rtM204I, rtM204I, and mixed rtM204V/I are greater than the total number of patients in each line.
                                                          
 
 rtM204I (n=515) rtM204V (n=410) Mixed (n=98) 
(rtM204V&rtM204I) † 
Genotype A (n=110) 23.6% (26) 80.9% (89) 4.5% (n=5) 
Genotype B (n=173) 53.2% (92) 49.7% (86) 2.9% (n=5) 
Genotype C (n=435)  77.0% (335) 42,8% (186) 19.8% (n=86) 
Genotype D (n=109) 56.8% (62) 45.0% (49) 1.8% (n=2) 
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Table 2: rtL180M mutation reported in connection with YMDD motive according to the literature 
review. P-values reflect the level of significance for the difference for rtL180M occurrence in relation 
to rtM204V vs. rtM204I for each genotype individually.  
Genotype Number 
of Stu-
dies re-
porting 
Total number 
of patients  
rtM204I 
without 
rtL180M 
rtL180M 
+rtM204I 
rtM204V 
without 
rtL180M  
rtL180M 
+rtM204V 
p-values 
A 2‡  43 4/5 (80%) 1/5 (20%) 0/38  
(0%) 
38/38 
(100%) 
p<0.001 
B 1§  109 36/64 
(56.2%) 
28/64 
(43.8%) 
0/45  
(0%) 
45/45 
(100%) 
p<0.001 
C 3**  34*  6/24 
(25.0%) 
18/24 
(75.0%) 
0/10 (0%) 10/10 
(100%) 
p=0.148  
 
D 3††  76  29/41 
(70.7%) 
12/41 
(29.3%) 
4/35 
(11.4%) 
31/35 
(88.6%) 
p<0.001 
*Truegene results from Woo et al. (Woo et al., 2007). 
 
                                                          
‡ Bottecchia et al., 2008,Iacomi et al., 2009 
§ Li et al., 2005 
** Kim et al., 2003,Woo et al., 2007,Bottecchia et al., 2008 
†† Bozdayi et al., 2003,Economou, Manolakopoulos et al., 2005,Iacomi et al., 2009 
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Table 3a, sequence analysis: Distribution of YMDD-mutations in relation to HBV genotypes in the 
Melbourne cohort (p<0.001 overall). 
 rtM204I (n=69) rtM204V (n=72) Mixed (n=4) ‡‡ 
Genotype A (n=39) 23.1%*(n=9)  79.5%*(n=31) 2.5% (n=1) 
Genotype B (n=28) 75%*(n=21) 25%*(n=7) n=0  
Genotype C (n=36) 44.4% (n=16) 58.3% (n=21) 2.8% (n=1) 
Genotype D (n=34) 67.6% (n=23)  38.2% (n=13) 5.9% (n=2)  
 
Table 3b, sequence analysis: p-values for difference in distribution of YMDD-mutations regarding 
genotype in the Melbourne cohort 
rtM204I Genotype B Genotype C Genotype D 
Genotype A P<0.001 p=0.085 p=0.001 
Genotype B  p=0.010 p=0.408 
Genotype C P=0.010  p=0.059 
 
rtM204V Genotype B Genotype C Genotype D 
Genotype A P<0.001 p=0.078 p=0.001 
Genotype B  p=0.005 p=0.266 
Genotype C P=0.005  p=0.102 
 
rtM204I&V Genotype B Genotype C Genotype D 
Genotype A P=1 p=1 p=0.595 
Genotype B  p=1 p=0.498 
Genotype C P=1  p=0.609 
                                                          
‡‡
 please note, those with mixed infection were counted twice: once for rtM204I and once for rtM204V. Thus, the sum of 
patients with rtM204I, rtM204I, and mixed rtM204V/I are greater than the total number of patients in each line. 
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Table 4: Distribution of rtL180M mutation in relation to genotypes and rtM204I vs. rtM204V.  
 rtM204I 
without 
L180 
rtM204I  
+  
rtL180M 
rtM204V 
without 
rtL180M 
rtM204V 
 +  
rtL180M 
rtM204I/V 
without 
L180 
rtM204I/V  
+  
L180 
Total (n=143) 
p<0,001 
47/65 18/65 1/74 73/74 0/4 4/4 
 
Genotype A (n=39) 
p<0.001 
7/8 1/8 0 30/30 0/1 1/1 
 
Genotype B (n=28) 
p<0.001 
19/20 1/20 0/6 6/6 0/0 0/0 
Genotype C (n=36) 
p<0.001 
10/15 5/15 1/20 19/20 0/1 1/1 
 
Genotype D 
(n=34) p=0.005 
11/21 10/21 
 
0/11 11/11 
 
0 2/2 
 
p-values are comparing occurrence of rtL180M in relation to rtM204I vs. rtM204V 
 
 
Table 5, sequence analysis: Distribution of YMDD-mutation in the Tübingen collective: No mixed 
rtM204I plus rtM204V cases were identified in the Tübingen database 
Genotype rtM204I rtM204V  
Genotype A (n=16) 6.3% (n=1) 93.7% (n=15) 
Genotype D (n=17) 29.4% (n=5) 70.6% (n=12) 
P=0.17 
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Table 6: Mutation frequency of rtL80V/I und rtV173L in relation to genotypes within the Melbourne 
Database and corresponding p-values comparing the four different major genotypes.  
 rtL80V/I rtV173L 
Genotype A (n=39) 0 (0%) 8 (20.5%) 
Genotype B (n=27) 13 (48.1%) 0 (0%) 
Genotype C (n=36) 13 (36.1%) 5 (13.9%) 
Genotype D (n=34) 13 (38.2%) 8 (23.5%) 
 
rtL80V/I Genotype A  Genotype B Genotype C 
Genotype B p<0.001 p<0.001 p<0.001 
Genotype C  0.34 0.61 
Genotype D 0.34  0.85 
 
rtV173L Genotype A  Genotype B Genotype C 
Genotype B 0.03 0.65 0.98 
Genotype C  0.12 0.02 
Genotype D 0.12  0.47 
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Table 7: Mutation frequency of rtL80V/I und rtV173L in relation to genotypes within the Tübingen 
Database; no significant differences. 
  rtL80V/I rtV173L 
A (n=16) 1 (6.25%) 1 (6.25%) 
D (n=17) 3 (17.6%) 3 (17.6%) 
 
 
Table 8: sW196 mutation in relation to HBV genotypes and rtM204 mutation. 
Amino acid at HBV-Genotype  
 “rt” position 
rtM204  
”sAg”position 
W196 
A 
(n=8) 
B 
(n=20) 
C 
(n=15) 
D 
(n=21) 
rtM204I 
(n=64) 
W196L 6 14 12 18 
W196S  4  2 
W196* 2 1 1 1 
W196L/ 
W196S 
  2  
W196L/ 
W196* 
 1   
      
 “rt” position 
rtM204  
”sAg”position 
W196 
A 
(n=30) 
B  
(n=6) 
C 
(n=20) 
D 
(n=11) 
rtM204V 
(n=67) 
W196  29 6 20 11 
W196/ W196L 1    
 
“rt” position 
rtM204  
”sAg”position 
W196 
A 
(n=1) 
B  
(n=0) 
C 
(n=1) 
D 
(n=2) 
rtM204I/V 
(n=4) 
W196/ W196L 1  1 2 
 
* Stop codon,  
cells with a light grey are those with sAg wild type amino acid sAgW196. rtM204V is mostly associated with the wild type 
amino acid sAgW196, while rtM204I is always associated with a mutated HBsAg amino acid sequence at position 196. 
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4. Zusammenfassung der vorliegenden Studie 
4.1. Mutationsverhalten im YMDD-Motiv 
4.1.1. Literaturanalyse 
Bei einer Recherche mit den Suchbegriffen „HBV OR Hepatitis B”, „YMDD”, „genotype“ und 
„lamivudine” in der Literaturdatenbank der US-amerikanischen Kongressbibliothek (Pubmed) wurden 
72 Veröffentlichungen identifiziert. Alle bis Juni 2009 veröffentlichten Publikationen, welche den 
Suchkriterien entsprachen, wurden in die vorliegende Studie eingeschlossen. 
Von 72 identifizierten Veröffentlichungen eigneten sich 29 zur Analyse des Mutationsverhaltens der 
HBV-Genotypen A-D im YMDD-Motiv. Die übrigen 43 Studien konnten nicht herangezogen werden, 
da sie entweder keine oder nur unspezifische Informationen zum Mutationsverhalten im rtM204-
Lokus enthielten. 
Zehn Studien der 29 Studien enthielten keine Informationen über Genotypen. Der Genotyp wurde 
daher entsprechend des aktuellen Wissenstandes zur endemischen Verteilung der HBV-Genotypen 
angenommen. Dies war jedoch nur bei solchen Studien möglich, deren Populationen aus Ländern 
stammte, denen ein einzelner Genotyp zugeordnet werden kann (z.B. Genotyp C in Korea).  
Insgesamt standen somit Informationen über 827 Patienten zu Verfügung. 110 Patienten waren mit 
dem HBV-Genotyp A infiziert, 173 Patienten mit Genotyp B, 435 Patienten mit Genotyp C und 109 
Patienten mit Genotyp D. Die Assoziation zwischen Genotyp und Mutationsverhalten wurde mit dem 
χ2-Test statistisch geprüft. 
Genotyp A unterscheidet sich signifikant im Mutationsverhalten von den anderen untersuchten Ge-
notypen (p<0,001). Während bei den Genotypen B, C und D eine Häufung der rtM204I-Mutation 
(53,2%, 77,0% und 56,8%) auffiel, wurde bei Patienten mit HBV-Genotyp A die rtM204V Mutation 
(80,9%) als dominierende Mutation nachgewiesen (vgl. Tabelle 1a). 
 
Die Annahme des Genotyps bei zehn der eingeschlossenen Studien wurde als mögliche Fehlerquelle 
identifiziert. Daher wurde die Analyse erneut ohne diese Studien durchgeführt. Auch hier waren die 
Unterschiede im Mutationsverhalten nachweisbar und signifikant (vgl. Tabelle 1b). 
 rtM204I (n=515) rtM204V (n=410) gemischt (n=98) 
(rtM204V&rtM204I)  
Genotyp A (n=110) 23,6% (n=26) 80,9% (n=89) 4,5% (n=5) 
Genotyp B (n=173) 53,2% (n=92) 49,7% (n=86) 2,9% (n=5) 
Genotyp C (n=435)  77,0% (n=335) 42,8% (n=186) 19,8% (n=86) 
Genotyp D (n=109) 56,8% (n=62) 45,0% (n=49) 1,8% (n=2) 
Tabelle 1a: Ergebnisse der Literaturanalyse - Verteilung der Mutationen im Lokus rtM204 in Relation zum HBV Genotyp 
(Patienten mit rtM204I/V wurden sowohl zu M204V als auch M204I addiert) 
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4.1.2. SeqHepB-Datenbank 
Aus der SeqHepB-Datenbank des Victorian Infectious Diseases Reference Laboratory standen Infor-
mationen zu 143 Patienten mit einer YMDD-Mutation zu Verfügung. 39 Patienten waren mit HBV-
Genotyp A infiziert, 28 mit Genotyp B, 36 mit Genotyp C und 34 mit Genotyp D. Sieben weitere Pati-
enten waren mit Genotyp F oder G infiziert und wurden aufgrund der Größe der Kohorten von der 
Analyse ausgeschlossen. Die statistische Auswertung erfolgte analog zur Literaturanalyse. 
Bei der Analyse der australischen Daten ließen sich die Ergebnisse für Genotyp A reproduzieren: Ge-
notyp A ist hochsignifikant mit der rtM204V Mutation (79,5%) assoziiert (p<0,001). Genotypen B und 
D zeigten mit der rtM204I-Mutation das nach der Literaturanalyse erwartete Mutationsmuster. An-
ders als in der Literaturanalyse war rtM204V die dominante Mutation bei Patienten mit dem Geno-
typen C (58,3%). Bei der statistischen Analysen erwies sich dies als nicht signifikant (p>=0,005) 
 
 rtM204I (n=69) rtM204V (n=72) gemischt (n=4) 
(rtM204V&rtM204I)  
Genotyp A (n=39) 23,1% (n=9) 79,5% (n=31) 2.5% (n=1) 
Genotyp B (n=28) 75% (n=21) 25% (n=7) n=0  
Genotyp C (n=36) 44,4% (n=16) 58,3% (n=21) 2,8% (n=1) 
Genotyp D (n=34) 67,6% (n=23) 38,2% (n=13) 5,9% (n=2)  
Tabelle 2: Ergebnisse der SeqHepB-Datenbank - Verteilung der Mutationen im Lokus rtM204 in Relation zum HBV Geno-
typ (Patienten mit rtM204I/V wurden sowohl zu M204V als auch M204I addiert) 
 
4.1.3. Tübinger Datenbank 
Die aus Tübingen zur Verfügung gestellten Daten enthielten Information zu 37 Patienten. 16 Patien-
ten waren mit HBV-Genotyp A infiziert, 17 mit Genotyp D. Die übrigen vier Patienten waren mit Ge-
notyp C, E bzw. einem nicht bestimmten Genotyp infiziert und wurden von der Analyse ausgeschlos-
sen. Die statistische Auswertung erfolgte analog zur Auswertung der Literaturanalyse. 
 rtM204I (n=390) rtM204V (n=343) gemischt (n=70) 
(rtM204V&rtM204I)  
Genotyp A (n=105) 23,8% (n=25) 80,9% (n=85) 4,8% (n=5) 
Genotyp B (n=173) 53,8% (n=92) 49,7% (n=86) 2,9% (n=5) 
Genotyp C (n=288)  75,3% (n=217) 44,8% (n=129) 20,1% (n=58) 
Genotyp D (n=97) 57,7% (n=56) 44,3% (n=43) 2,1% (n=2) 
Tabelle 1b: Ergebnisse der Literaturanalyse (Patienten, deren Genotyp angenommen wurde, sind von dieser Analyse 
ausgenommen) - Verteilung der Mutationen im Lokus rtM204 in Relation zum HBV Genotyp (Patienten mit rtM204I/V 
wurden sowohl zu M204V als auch M204I addiert) 
33 
Genotyp A war erneut mit der rtM204V-Mutation assoziiert (93,7%). Genotyp D wich vom bisher 
beobachteten Resistenzmuster ab und zeigte ebenfalls eine Häufung an rtM204V-Mutationen 
(70,6%). In der statistischen Analyse erwiesen sich diese Ergebnisse als nicht signifikant (vgl. Tabelle 
3). 
 
 rtM204I rtM204V  
Genotyp A (n=16) 6,3% (n=1) 93,7% (n=15) 
Genotyp D (n=17) 29,4% (n=5) 70,6% (n=12) 
Tabelle 3: Ergebnisse der Analyse der Tübinger Daten - Verteilung der Mutationen im Lokus rtM204 in Relation zum HBV 
Genotyp  
 
34 
4.2. rtL180M-Mutation in Relation zu HBV-Genotyp und rtM204I/V-Mutation 
4.2.1. Ergebnisse der Literaturanalyse 
Sechs der 29 Veröffentlichungen, die zur Untersuchung des Zusammenhanges zwischen HBV-
Genotyp und dem Mutationsverhalten im YMDD-Motiv herangezogen wurden, enthielten Informati-
onen zur Prävalenz der Mutation im Lokus rtL180. Die Assoziation zwischen der rtL180M-Mutation, 
den HBV-Genotypen und der M204I/V-Mutation wurde mit dem χ2-Test analysiert. 
Für Genotyp A konnten 43 Patienten in die Analyse eingeschlossen werden, für Genotyp B 109 Pati-
enten, für Genotyp C 34 Patienten und für Genotyp D 76 Patienten. In den Genotypen A, B und D ist 
die rtM204V-Mutation hochsignifikant mit der L180M-Mutation assoziiert (p<0,001). Bei Patienten 
mit der M204I finden sich die Ko-Mutationen rtM204I&L180M, im Fall von Genotyp B bis zu 43,8%. 
Bei Patienten mit Genotyp C ließ sich die Assoziation zwischen der rtM204V-Mutation und der 
rtL180M-Mutation nicht nachweisen: bei allen Fällen mit rtM204V-Mutationen wurde eine rtL180M-
Mutation nachgewiesen. Anders als in den anderen untersuchten Genotypen wies jedoch die Mehr-
heit der eingeschlossenen Patienten (75%) mit rtM204I-Mutation eine rtL180M-Mutation auf. In 
einer statistischen Analyse erwies sich diese Assoziation als nicht signifikant (vgl. Tabelle 4). 
 
 Anzahl der 
Patienten (n) 
rtM204I ohne 
rtL180M 
rtL180M 
+rtM204I 
rtM204V ohne 
rtL180M  
rtL180M 
+rtM204V 
Genotyp A 43 4/5 (80%) 1/5 (20%) 0/38 (0%) 38/38 (100%) 
Genotyp B 109 36/64 (56,2%) 28/64 (43,8%) 0/45 (0%) 45/45 (100%) 
Genotyp C 34  6/24 (25,0%) 18/24 (75,0%) 0/10 (0%) 10/10 (100%) 
Genotyp D 76  29/41 (70,7%) 12/41 (29,3%) 4/35 (11.4%) 31/35 (88,6%) 
Tabelle 4: Ergebnisse der Literaturanalyse - Verteilung der rtL180M-Mutation in Relation zu rtM204I/V-Mutation und 
HBV-Genotyp 
 
4.2.2. SeqHepB-Datenbank 
87 der 137 Patienten in der SeqHepB-Datenbank wiesen eine rtL180M-Mutation auf. In den Genoty-
pen A-C war die Assoziation zwischen rtM204V und rtL180M hochsignifikant (p<0,001) im Fall des 
Genotyp D ließ sich eine signifikante Assoziation nachweisen (p=0,005). Wie in der Literaturanalyse 
fanden sich auch in der SeqHepB-Datenbank Ko-Mutationen aus rtM204I und rtL180M (vgl. Tabelle 
5). 
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 rtM204I 
ohne L180M 
rtM204I  
+  
rtL180M 
rtM204V 
ohne 180M 
rtM204V 
 +  
rtL180M 
rtM204I/V 
ohne L180M 
rtM204I/V  
+  
L180M 
Signifikanzni
veau 
Genotyp A 
(n=39)  
7/8 (87,5%) 1/8 (12,5%) 0 (0%) 30/30 
(100%) 
0/1 (0%) 1/1 (100%) p<0,001 
Genotyp B 
(n=28)  
19/20 (95%) 1/20 (5%) 0/6 (0%) 6/6 (100%) 0/0 0/0 p<0,001 
Genotyp C 
(n=36)  
10/15 
(66,7%) 
5/15 (33,3%) 1/20 (5%) 19/20 (95%) 0/1 (0%) 1/1 (100%) p=0,148 
Genotyp D 
(n=34)  
11/21 
(52,4%) 
10/21 
(47,6%) 
0/11 (0%) 11/11 
(100%) 
0/2 (0%) 2/2 (100%) p<0,001 
Tabelle 5: Ergebnisse der SeqHepB-Datenbank - Verteilung der rtL180M-Mutation in Relation zu rtM204I/V-Mutation und 
HBV-Genotyp 
 
4.2.3. Ergebnisse der Tübinger Datenbank 
Auch im Tübinger Patientenkollektiv ließ sich eine signifikante Assoziation zwischen der rtM204V-
Mutation und der rtL180M-Mutation nachweisen (p<0,0001): 26 der 30 Patienten mit einer 
rtM204V-Mutation waren zugleich positiv für rtL180M getestet worden. Eine rtM204I&rtL180M Ko-
Mutation wurde nur in einem Fall nachgewiesen. Wegen der kleinen Kohortengröße wurde auf eine 
statistische Analyse des Zusammenhanges zwischen Ko-Mutation und HBV-Genotyp verzichtet. 
 
4.3. Analyse der Polymerase-Mutationen rtL80I/V, rtV173L und rtA181V/T in Abhängigkeit vom Ge-
notyp 
Die Daten aus Melbourne und Tübingen wurden auf Unterschiede im Auftreten der Mutationen 
rtL80I/V, rtV173L und rtA181V/T in Abhängigkeit vom HBV-Genotyp untersucht. In den Daten der 
SeqHepB-Datenbank aus Melbourne tritt die rtL80I/V-Mutation bevorzugt in Assoziation mit Genotyp 
B auf. Ein signifikanter Unterschied zwischen rtL80I und rtL80V besteht nicht. In den Tübinger Daten 
konnte kein signifikanter Unterschied im Mutationsverhalten nachgewiesen werden, allerdings ent-
hielten die Daten keine Patienten mit dem HBV-Genotyp B. 
Für die rtV173L-Mutation ergaben sich punktuell signifikante Unterschiede beim Vergleich der ein-
zelnen Genotypen in der SeqHepB-Datenbank, eine Tendenz war jedoch nicht absehbar. Die Ergeb-
nisse konnten nicht anhand der Daten aus Tübingen verifiziert werden. 
Die rtA181V/T Mutation konnte nur in Einzelfällen nachgewiesen werden. 
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4.4. Analyse der Mutationen im Surface-Antigen, die mit Polymerasemutationen assoziiert sind 
136 Patienten der SeqHepB-Datenbank konnten zur Analyse von Mutationen im open reading frame 
des Surface-Antigens herangezogen werden. Die Untersuchung beschränkte sich auf solche Mutatio-
nen, die durch Veränderungen im open reading frame der HBV-Polymerase induziert werden.  
Es wurden keine Veränderungen an den Surface-Antigen-Loki festgestellt, die mit den Polymerase 
open reading frames rtL80 und rtL180M korrespondierten. 
Die Mutation rtV173L führte in allen Fällen zu einer sE164D-Mutation des Surface-Antigens. Der Ef-
fekt war bei allen Genotypen nachweisbar, mit Ausnahme von Genotyp B für den keine Daten vorla-
gen. 
Bei der Analyse der Mutationen im Lokus rtM204 ließ sich kein Effekt nachweisen, der mit einem 
Genotypen assoziiert werden konnte.  
Bei der Mehrheit der Patienten mit einer rtM204I-Mutation ließ sich im Lokus sI195 der Wildtyp und 
im Lokus sW196 die sW196L-Mutation nachweisen. Die rtM204V-Mutation war mit einer sI195M-
Mutation assoziiert. Im Lokus sW196 wurde bei der überwiegenden Zahl der Patienten mit der 
rtM204V-Mutation der Wildtyp festgestellt.
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5. Fazit 
5.1. Überblick über aktuelle Literatur 
Seit Abschluss der vorliegenden Studie wurden vier Arbeiten (Cao et al. 2009; Arrese et al. 2010; 
Pourkarim et al. 2010; Silva et al. 2010) veröffentlicht, die den Suchkriterien der Literaturanalyse 
entsprechen. Keine dieser Studien untersuchte direkt die Fragestellung der vorliegenden Studie, sie 
erfüllen jedoch die Einschlusskriterien der Literaturanalyse. Fügt man die Daten von Arese et al. (Ar-
rese et al. 2010) und da Silva et al. (Silva et al. 2010) zu den Daten hinzu, die für die Literaturanalyse 
verwendet wurden, so ergeben sich keine neuen Signifikanzen (vgl. Tabelle 6a und b).   
 rtM204I (n=69) rtM204V (n=72) gemischt (n=4) 
(rtM204V&rtM204I)  
Genotyp A (n=120)* 23,3% (n=28) 80,8% (n=97) 4,2% (n=5) 
Genotyp B (n=173) 53,2% (n=92) 49,7% (n=86) 2,9% (n=5)  
Genotyp C (n=445) 76,6% (n=341) 42,9% (n=191) 19,6% (n=87) 
Genotyp D (n=111) 57,7% (n=64) 45,1% (n=50) 2,7% (n=3)  
Tabelle 6a: Ergebnisse der Literaturanalyse nach Hinzunahme der aktuellen Daten - Verteilung der Mutationen im Lo-
kus rtM204 in Relation zum HBV Genotyp (Patienten mit rtM204I/V wurden sowohl zu M204V als auch M204I addiert), 
*der Patient mit der A+G-Mischinfektion aus der Studie von da Silva et al. (Silva et al. 2010) wurde als Monoinfektion 
mit Genotyp A eingeschlossen) 
rtM204I Genotype B Genotype C Genotype D 
Genotype A p<0,001 p<0,001 p<0,001 
Genotype B  p<0,001 p=0,467 
Genotype C p<0,001  p<0,001 
 
rtM204V Genotype B Genotype C Genotype D 
Genotype A p<0,001 p<0,001 p<0,001 
Genotype B  p=0,143 p=0,464 
Genotype C p=0.143  p=0,748 
 
rtM204I&V Genotype B Genotype C Genotype D 
Genotype A p=0,745 p<0,001 p=0,723 
Genotype B  p<0,001 p=1,0 
Genotype C p<0,001  p<0,001 
Tabelle 6b: Ergebnisse der Literaturanalyse nach Hinzunahme der aktuellen Daten - Signifikanzniveaus beim Vergleich 
des Auftretens der Mutationen im Lokus rtM204 zwischen den einzelnen Genotypen 
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Pourkarim et al. (Pourkarim et al. 2010) berichten von Unterschieden in der Inzidenz vom YMDD-
Mutationen nach einem Therapiejahr mit Lamivudin, die mit HBV-Genotypen assoziiert sind. Die spe-
zifischen Mutationsmuster sind der Arbeit nicht zu entnehmen. 
Cao et al. (Cao et al. 2009) präsentieren in ihrer Arbeit eine prospektive Analyse mit 53 Patienten, 
von den 18 Patienten unter Lamivudin in einem Beobachtungszeitraum von zwei Jahren YMDD-
Resistenzmutationen entwickelten. Analog zu unseren Ergebnissen trat die rtM204V-Mutation bei 
Patienten mit Genotyp C in allen Fällen gemeinsam mit der rtL180M auf. Entgegen den Beobachtun-
gen aus der vorliegenden Studie war die rtM204V-Mutation die dominante Mutation im Genotyp C.  
Die Studie von Cao et al. (Cao et al. 2009) konnte nicht weiter ausgewertet werden, da sie zum einen 
nur in chinesischer Sprache veröffentlicht wurde und zum anderen im Abstract nur relative Zahlen 
angegeben werden. Der Einschluss in den Datensatz war daher nicht möglich. 
 
5.2. Mögliche klinische Relevanz 
Lamivudin wird von Fachgesellschaften nicht mehr als Mittel der ersten Wahl zur Behandlung der 
chronischen Hepatitis B-Infektion empfohlen (EASL Clinical Practice Guidelines: management of 
chronic hepatitis B, 2009; Lok, McMahon 2004). Zur Therapie von Patienten mit Lamivudin-
Resistenzmutationen stehen die Präparate Entecavir und Tenofovir zu Verfügung, bei denen kein 
Risiko für eine Kreuzresistenz bzw. im Fall von Entecavir ein mittleres Risiko für eine Kreuzresistenz 
besteht. Es stellt sich daher die Frage, worin die klinische Relevanz der dieser Dissertation zugrunde 
liegenden Studie besteht. 
Eine ähnliche Frage stellt sich für die Professoren Yurdaydin und Akara im Mai 2011 im Editorial des 
Magazins „Liver International“ mit Blick auf die Therapie der chronischen Hepatitis B-Infektion mit 
Telbivudine (Yurdaydin, Akarca 2011). Auch Telbivudine ist nicht mehr das Mittel der ersten Wahl zur 
Therapie der chronischen Hepatitis B. Yurdaydin und Akara beantworten die Frage nach der Sinnhaf-
tigkeit von Studien mit nicht mehr leitliniengerechten Präparaten zunächst mit einer Gegenfrage: 
Können alle bekannten Therapieoptionen in allen Ländern eingesetzt werden bzw. welche Strategien 
können für Regionen entwickelt werden, in denen aus unterschiedlichen Gründen nur begrenzte 
Therapieoptionen zur Verfügung stehen und die hochpotenten Präparate Entecavir und Tenofovir 
nicht zugänglich sind?  
Mögliche Einschränkungen in der Verfügbarkeit von Entecavir und Tenofovir können z.B. fehlende 
Zulassung durch nationale Behörden sein. In anderen Ländern ist es eine hohe finanzielle Eigenbetei-
ligung der Patienten, die es nur wenigen Patienten erlaubt, auf moderne Nukleos(t)idanloga zuzu-
greifen (Liaw 2009).  
Die Antwort, welche die Autoren des Editorials formulieren, kann auch als Antwort auf die Frage 
nach der klinischen Relevanz der vorliegenden Studie genutzt werden: Eine adäquate antivirale He-
patitis B-Therapie angesichts limitierter Ressourcen erfordert den Einsatz eines „wise hepatologist“ – 
eines „klugen Hepatologen“. 
Die vorliegende Studie könnte einen Therapeuten mit eingeschränkten Ressourcen bei der Planung 
der Therapie der chronischen Hepatitis B unterstützen. In vielen Ländern der Welt stehen Tenofovir 
und Entecavir aus den oben genannten Gründen nicht zu Verfügung. Exemplarisch sei hier der afrika-
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nische Kontinent südlich der Sahara genannt: moderne Virusstatika stehen aus wirtschaftlichen 
Gründen nur wenigen Patienten zu Verfügung (Nwokediuko 2011). Der HBV-Genotyp A ist mit einer 
Prävalenz von 70% der dominante Genotyp, während Genotyp D bei einer signifikanten Zahl der Pa-
tienten (20%) nachzuweisen ist (Kew 2010).  
Überträgt man die Erkenntnisse der vorliegende Studien, so könnte eine hypothetische Therapie-
empfehlung für das Afrika südlich der Sahara wie folgt lauten: stehen nur Lamivudin oder Telbivudin 
als Therapieoptionen zur Wahl, so könnte in eine HBV-Genotypisierung investiert werden, da sich die 
dort vorkommenden Genotypen A und D in ihrem Mutationsverhalten im YMDD-Lokus unterschei-
den. Genotyp A selektioniert mit hoher Wahrscheinlichkeit die rtM204V-Mutation (vgl. Tabellen 
1a&b, 2, 3 und 6), so dass eine Telbivudin-Resistenz, die mit der rtM204I-Mutation assoziiert ist, un-
wahrscheinlich ist. Theoretisch wäre bei Genotyp A daher eine Therapie mit Lamivudine möglich, da 
im Falle einer Resistenz Telbivudine als second-line Therapeutikum zur Verfügung stünde. 
Sollte ein mit HBV-Genotyp A infizierter Patient, der primär mit Telbivudin behandelt wurde, im The-
rapieverlauf mit mangelhaftem oder fehlendem Therapieansprechen reagieren (Keeffe et al. 2007), 
ist von einer Telbivudine-Resistenz (entspricht einer rtM204I-Muation) auszugehen. Eine second-line-
Therapie mit Entecavir wäre für diesen Patienten weiterhin möglich, da die Resistenz gegen Entecavir 
über die M204V Mutation (vgl. Abbildung 1).  
Für den Genotyp D lässt sich aufgrund der Daten der vorliegenden Studie keine Empfehlung bei der 
Wahl zwischen Lamivudin und Telbivudin abgeben. Aufgrund der geringeren Wahrscheinlichkeit für 
die Entwicklung einer Resistenzmutation und dem besseren viralen Ansprechen müsste Telbivudine 
empfohlen werden (Tillmann 2010; Mauss 2009). 
Für den asiatischen Raum lässt sich keine Empfehlung aus der vorliegenden Studie ableiten, da hier 
kein signifikanter Unterschied im Resistenzmuster zwischen den Genotypen B und C festgestellt wer-
den konnte. Aufgrund des besseren Ansprechens und der geringeren Resistenzwahrscheinlichkeit 
müsste jedoch auch in diesem Fall zum Einsatz von Telbivudin geraten werden (Marcellin et al. 2009). 
Neuere Daten von Safadi et al. zeigen, dass auch mit Lamivudin anbehandelte Patienten von einer 
Umstellung des Therapieregimes auf Telbivudin profitieren können (Warner et al. 2011). Wie zu er-
warten profitierten Patienten mit einer bei Therapieumstellung bestehenden rtM204I-Mutation in 
geringerem Maße als Patienten mit einer rtM204V-Mutation. Bedauerlicherweise hat keine Auswer-
tung der Daten nach Genotypen stattgefunden. Aufgrund der Daten der vorliegenden Studie wäre zu 
erwarten, dass Patienten mit Genotyp A mehr von einer Therapieumstellung profitiert würden als 
andere.  
Sollte sich diese Vermutungen als richtig erweisen, so könnte die vorliegende Studie den Therapeu-
ten mit eingeschränkten Ressourcen in mehrfacher Hinsicht unterstützen:  
 Bei einer first-line-Therapie mit Telbivudin besteht bei Patienten mit Genotyp A vermutlich das 
geringere Risiko für die Entwicklung einer Resistenzmutation. 
 Sollte im Fall eines Therapieversagens mit Lamivudin die Umstellung auf Telbivudin die einzige 
Option sein, so wird die Erfolgsquote bei Patienten mit dem Genotyp A höher liegen. 
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 Bei einem Telbivudin-Therapieversagen mit Selektion einer rtM204I-Mutation verbleiben sowohl 
Entecavir als auch Tenofovir als nachfolgende Therapieoption, weil das Risiko einer Entecavir- 
oder Tenofovir-Resistenz nicht durch eine rtM204I-Mutation beeinflusst wird. 
 Bei einem Lamivudin-Therapieversagen mit Selektion einer rtM204V-Mutation ist Entecavir je-
doch keine anzustrebende Zweitlinienbehandlung, weil das Resistenzrisiko bei bereits vorliegen-
der rtM204V-Mutation deutlich erhöht ist (Tenney et al. 2004). In diesem Fall sollte Tenofovir als 
Folgetherapie bevorzugt werden (Cornberg et al. 2007a; EASL Clinical Practice Guidelines: mana-
gement of chronic hepatitis B, 2009; Lok, McMahon 2004). 
Sowohl in der Analyse der Literaturdaten als auch der SeqHepB-Datenbank konnte bei den vier HBV-
Genotypen A-D die bekannte Assoziation zwischen der rtM204V-Mutation und der rtL180M-
Mutation reproduziert werden. Diese Assoziation ist hoch relevant, da die Resistenz gegen das 
Nukleotidanalogon Entecavir durch das Auftreten von der Mutationen rtM204V, rtL180M und 
rtT184G/S bzw. rtS202I bzw. rtM250V vermittelt wird (vgl. Abbildung 1) (Locarnini 2004). Es lässt sich 
daher folgende Hypothese aufstellen: 
 Aufgrund der Assoziation zwischen Genotyp A und der rtM204V-Muation sowie der Assoziation 
zwischen rtM204V- und rtL180M-Mutation ist das gehäufte Auftreten einer Entecavirresistenz 
bei Genotyp A wahrscheinlich.  
Die von Suzuki et al. veröffentlichten Daten zur Therapie von lamivudinresistenten Patienten mit 
Entecavir unterstützen diese Hypothese nicht (Suzuki et al. 2008). Allerdings handelt es um eine Stu-
die mit begrenzter Patientenpopulation (n=19) und einem kurzem Beobachtungszeitraum von einem 
Jahr. Das Auftreten einer Entecavirresistenz im ersten Therapiejahr ist unwahrscheinlich (Dény, 
Zoulim 2010), eine längerfristig angelegte prospektive Studie wäre daher wünschenswert. 
Die klinische Relevanz der in der vorliegenden Studie untersuchten Oberflächenmutationen ist der-
zeit unklar. Da sie jedoch als Ursprung sogenannter „vaccine escape mutants“ diskutiert werden (C 
John Clements 2010), bedürfen sie erhöhter Aufmerksamkeit in Forschung und Klinik. Ferner könnten 
diese Mutationen Auswirkung auf die Diagnostik haben, da ein so verändertes HBs-Antigen nicht 
mehr zuverlässig von allen Essays erfasst würde (El Chaar et al. 2010) . 
Weitere Untersuchungen werden notwendig sein, um die hier aufgestellten Hypothesen zu prüfen. 
Zwar werden neue Virusstatika zur Therapie der chronischen Hepatitis B in Zulassungsverfahren ge-
prüft, es ist jedoch nicht absehbar, wann die derzeit wirksamsten Präparate Entecavir und Tenofovir 
allen Patienten zu Verfügung stehen. Bis dahin erscheinen weitere Forschungsvorhaben über die 
Rolle der HBV-Genotypen bei Resistenzentwicklung auch bei vermeintlich obsoleten Präparaten sinn-
voll.  
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